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NOTA CIENTÍFICA 




A Mata Atlântica é um bioma de grande complexidade 
biológica e foi considerado pela União Internacional para 
Conservação da Natureza como um dos mais ameaçados 
do mundo [1]. Na atualidade, a Mata Atlântica se 
restringe a fragmentos florestais, restando apenas 7,3% 
de sua cobertura original [2]. 
A erosão genética causada pela destruição de habitas, 
pela seleção natural e pelos agentes bióticos e abióticos 
vem despertando o interesse pela conservação de 
germoplasma vegetal. Com isso, tornou-se importante a 
aplicação de técnicas para a propagação vegetal visando 
à conservação de germoplasma e, desse modo, 
garantindo a perpetuação do acervo biológico de 
espécies vegetais em médio e longo prazo. Com isso, as 
coleções de germoplasma passaram a ter papel 
fundamental para a conservação de espécies ameaçadas 
de extinção [3].  
Bancos de germoplasma in vitro têm sido 
recomendados para regeneração de plantas com longo 
período juvenil, elevado porte das plantas e com baixa 
produção de sementes por ano, como ocorre com o Pau-
Brasil (Caesalpinia echinata), arbórea ameaçada de 
extinção da Mata Atlântica. 
Este trabalho teve como objetivo principal induzir a 
formação de calos em Caesalpinia echinata (pau-brasil), 
visando a embriogênese somática, bem como avaliar o 
efeito da luminosidade, reguladores de crescimento 
vegetal e dos diferentes estádios de desenvolvimento das 
folhas no processo de calogênese. Foi também analisado 
o efeito da adição de carvão ativado, de ácido ascórbico e 
de ácido cítrico no controle da oxidação dos explantes 
cultivados in vitro. 
 
Material e métodos 
Os explantes utilizados foram folíolos de pau-brasil 
(Caesalpinia echinata), obtidos de plantas com 
aproximadamente seis anos, localizadas no Parque 
Municipal Pedra da Cebola, no município de Vitória-ES. 
Foram utilizados folíolos no estádio de juvenilidade, 
jovem e adulto (Fig. 1). Os explantes foram coletados 
entre os períodos de 17/01/2006 a 12/04/2006.  
O meio de cultura utilizado foi o de MS (Murashige & 
Skoog [4]), com a adição de 100 mg/L de mio-inositol, 
30 g/L de sacarose e 7 g/L de Agar. O pH foi ajustado 
para 5,8. O fitoregulador testado foi o 2,4-D (ácido 2,4-
diclorofenóxiacético).  
Os folíolos foram lavados em água corrente e 
detergente neutro durante 30 a 40 minutos para 
lixiviação de compostos fenólicos. Os explantes foram 
desinfestados em solução de álcool etílico a 70% (v/v) 
por 1-3 minutos e transferidos para solução de 
hipoclorito de sódio comercial a 40% (v/v) durante 20 
minutos, sob agitação constante. Em seguida, foram 
enxaguados por três vezes com água destilada 
autoclavada. 
Discos foliares (n=10) foram removidos e 
transferidos para frascos contendo meio de cultura de 
MS suplementado com 2,4-D (0, 5, 10, 20, 50 e 100 
mg/L). No controle da oxidação foram utilizados discos 
foliares jovens que foram transferidos para meio MS 
acrescidos de 10 mg/L de 2,4-D e 2,0 mg/L de BAP. Os 
tratamentos consistiram em 0 e 150 mg/L de ácido 
ascórbico; 0 e 150mg/L de ácido cítrico e 0 e 2g/L de 
carvão ativado.  O material foi acondicionado em sala de 
crescimento em luz e escuro constante e temperatura 
ajustada para 250C. 
 
Resultados 
Nos meios de cultura sem regulador ocorreu inibição 
na formação de calos (Fig. 2). Nos meios suplementados 
com 2,4-D, verificou-se a formação de calos tanto na luz 
quanto no escuro. O estádio de desenvolvimento dos 
folíolos influenciou nas respostas. Maior porcentagem de 
calos foi observada em explantes juvenis nas 
concentrações mais baixas de 2,4-D (5, 10 e 20 mg/L), 
sendo que melhor resultado foi obtido em 10 mg/L na luz 
(100% de calos) (Fig. 2 e 3). Nas concentrações mais 
elevadas (50 e 100 mg/L) melhores resultados foram 
proporcionados pelos explantes jovens, onde 60% dos 
explantes formaram calos (Fig. 2 e 4). 
Diferenças quando a luminosidade só foram 
observadas com explantes juvenis (5 mg/L de 2,4-D) e 
jovens (20 mg/L de 2,4-D), nos quais, se verificou 100% 
de produção de calos no escuro. Nas concentrações de 5 
e 10 mg/L de 2,4-D não houve formação de calos em 
explantes jovens, tanto na luz quanto no escuro. 
Em geral, a indução de calos em C. echinata ocorreu 
entre a primeira e a terceira semana de inoculação (Fig. 
3-5), iniciando o processo na nervura central do folíolo e 
na borda dos discos. De todos os explantes testados, os 
folíolos maduros foram os que proporcionaram os piores 
resultados sem diferenças entre os tratamentos (Fig. 5) e 
não ultrapassando 40% de calos tanto na luz quanto no 
escuro, depois de 56 dias de cultivo. 
No experimento para controle da oxidação, os 
explantes cultivados em meio MS sem adição de 
antioxidantes apresentaram menores indícios de oxidação 
em plena luz quando comparado o escuro. No tratamento 
com ácido ascórbico, o índice de oxidação foi muito 
baixo na primeira semana, especialmente na luz. O 
percentual de oxidação dos explantes cultivado com 
ácido cítrico foi de 40% na primeira semana, e aumentou 
progressivamente e mais intensamente no escuro. A 
adição de carvão ativado ao meio de cultura manteve 
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baixo o nível de oxidação na primeira semana tanto na 
luz quanto no escuro e aumentou a partir da terceira 
semana de cultivo em ambas as condições de 
luminosidade. Até o final do experimento, o índice de 
oxidação aumentou até ao valor de 100% dos explantes 
inoculados.   
 
Discussão 
A maior sensibilidade dos folíolos juvenis às baixas 
concentrações de 2,4-D pode ser devido à natureza de 
seus tecidos mais jovens caracterizados por elevados 
níveis endógenos de auxinas [5]. Em alguns casos, tem 
sido demonstrado que a fase de desenvolvimento 
influencia no processo de calogênese e de que folhas de 
idade mais avançada não são indicadas como fonte de 
explantes. Segundo Fouda [6], folhas de ramos juvenis 
apresentam epiderme recoberta por uma fina camada de 
cutícula com alta densidade estomatal, mesofilo espesso 
com ductos de resina menores e em menor concentração 
de nutrientes do que em folhas adultas.  
Yeoman [7] considerou que o crescimento de calo 
pode ser de quatro formas: independente de auxinas e 
citocininas, dependentes de auxinas, dependentes de 
citocininas ou dependentes de ambas. Desse modo, os 
folíolos de C. echinata demonstraram uma dependência 
total da presença do regulador de crescimento 2,4-D. 
Conforme os resultados apresentados nota-se uma 
correlação entre a concentração do regulador 2,4-D e o 
estádio de desenvolvimento dos folíolos. Além disso, a 
iniciação da calogênese é influenciada por outros fatores 
tais como tipos de reguladores de crescimento, 
especialmente auxinas e citocininas [8]. Segundo Flick et 
al. [9] e Grattapaglia & Machado [10], em geral, meios 
contendo altas concentrações de auxina e baixas 
concentrações de citocininas promovem a proliferação 
celular resultando na formação de calos. Esta afirmação 
pode ser verificada na Fig. 4, onde os explantes de C. 
echinata originaram um número de calos expressivo 
quando tratadas com elevadas concentrações de auxina. 
O estádio de desenvolvimento de plantas lenhosas é 
um assunto importante nas técnicas de propagação 
vegetativa, especialmente a identificação da fase de 
desenvolvimento dos indivíduos ou órgãos vegetais. 
Devido a este aspecto, concluímos que folíolos juvenis 
são mais recomendados para a indução da calogênese, 
especialmente em 10 mg/L de 2,4-D, independente das 
condições de luminosidade. Resultados semelhantes 
também foram obtidos por Matsumoto et al. [11] em 
explantes foliares de mandioca (Manihot esculenta) 
tendo conseguido a indução de embriões somáticos. 
Resultados com outras espécies têm mostrado que o 
balanço entre os reguladores auxinas e citocininas podem 
estimular a embriogênese somática, objeto de nossa 
pesquisa. 
Os antioxidantes químicos mais utilizados são carvão 
ativado, ácido ascórbico e PVP [12]. Para o pau-brasil, o 
carvão ativado foi o tratamento que melhor controlou a 
oxidação, mas não favoreceu a formação de calos. 
Resultado inverso foi constatado para o ácido ascórbico. 
Resultados semelhantes também foram encontrados por 
Biasi et al .[13] em que tanto o ácido ascórbico quanto o 
ácido cítrico não se mostraram eficientes no controle da 
oxidação de abacateiro cultivado in vitro. 
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Figura 2. Porcentagem de calos formado de explantes juvenis, jovens e adultos de C. echinata em meio MS com 0, 5, 10, 20, 50 e 
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Figura 3. Números de calos formados de explantes juvenis de C. echinata em meio MS com 0, 5, 10, 20, 50 e 100 mg/L de 2,4-D 
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Figura 4. Números de calos formados de explantes jovens de C. echinata em meio MS com 0, 5, 10, 20, 50 e 100 mg/L de 2,4-D aos 
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Figura 5. Números de calos formados de explantes adultos de C. echinata em meio MS com 0, 5, 10, 20, 50 e 100 mg/L de 2,4-D 
aos 56 dias de cultivo. (A) Luz, (B) Escuro. 
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